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(54) Systeme et proced$ de detection d'une sequence d'acide nucleique selon une methode d'amplification par 
restriction enzymatiquo sur phase solide. 

(57) Systeme de detection d'une sequence d'acide nuclei- 
qfle dole selon une m6thode d'amplification par restriction 
enzymatique, caracterise en ce qu'fl comprend un ensem- 
ble de deux sondes nucteiques (1, 2) partiellement double 
brin fixees sur un support solide (3), lesdites sondes com. 
prenant un premier brin qui contient la sequence du site de 
reconnaissance d'une endonudease et qui s'etend jus- 
qu'au site de coupure dudit premier brin par ladite endonu- 
dease, et un second brin comprenant une partie comple- 
mentaire dudit premier brin s'etendant depuis au moms 
ledit site de reconnaissance jusqu'au site de coupure du 
premier brin, ce second brin se prolongeant atwiela dudit 
site de coupure par une partie simple brin, ladite parte sim- 
ple brin 6tant pour Tune des sondes (ou premiere sonde) 

(1) sensiblement comptementaire de ta sequence dac»de 
nudeique cible, et pour I'autre sonde <ou seconde sonde) 

(2) sensiblement compl6mentaire, et de preference parfai- 
tement comptementaire du produit de divage simple brin 
de ladite premiere sonde par ladite endonudeasejesdites 
parties simple brin desdites sondes ayant une extremite Ih 
bre 3* pour Tune des sondes et 5* pour I'autre sonde. 

Ce systeme, mis en contact avec un milieu liquide conte- 
nant la dble et 1'endonudease, permet la detection de la cw 
ble en realisant une amplification. 
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La presente invention a pour objet un syst&me et un procedd pour la determination dc la- 
presence de sequences d'acide nucl&que cibles selon une m£thode ^amplification par restriction 
enzymatique sur phase solide. En particulier, la presente invention consiste en une m€thode poor 
le dosage ou la detection d'une sequence d'acide nucleique cible sp&ifique au sein d'un 
echantillon contenant une quantite inconnue de ladite sequence, et fait reference k differents 
types de sondes nucleiques pour une telle methode. 

II est sonvent necessaire, dans les technologies relatives aux acides nucldiques et au 
materiel gendtique, de determiner si un gene, une partie de gene ou une sequence nucldotidique 
est presente chez un organisme vivant ou un extrait cellulaire du materiel genetique de cet 
organisme. Puisque n'importe quel gene ou partie de gfcne est, en thdorie, une sequence 
spetifique de bases nucleotidiques foimant tout ou partie d'une molecule nucieotidique, il est 
possible de iechercher directement la presence d'une sequence nucieotidique spdcifique au sein 
d'un echantillon contenant des polynucleotides. 

L'interet de la recherche de sequences nucleotidiques specifiques est immense pour la 
detection d'organismes pathogenes, la determination de la presence d'alleles, la detection de la 
presence de lesions dans un genome hote et la detection de la presence d'un ARNm particulier 
ou de la modification dun hote cellulaire, ne serait-ce que pour donner quelques exemples 
illustratifs. Les maladies gendtiques telles que la maladie de Hutington, la myopathie de 
Duchenne, la phenylcetonurie et la B-thalassemie peuvent etre diagnostiqu6es par le biais de 
Tanalyse de 1' ADN des individus. De plus, le diagnostic ou Identification des virus, viroides, 
bacteries, champignons, protozoaiies ou quelque autre forme de vie v6getale ou animale pent 
etre realise par des experiences d'hybridation avec des sondes nucleiques. 

Differents types de methodes de detection des acides nucleiques sontdecrits dans la 
litterature, Ces methodes, et particulierement celles qui xequierent la detection de 
polynucleotides, reposent sur les proprietes d'appariement purine-pyrimidine des brins 
complementaires decides nucleiques dans les duplex ADN-ADN, ADN-ARN et ARN-ARN. Ce 
processus d'appariement s'effectue par Tetablissement de liaisons hydrogene entre les bases 
adenosine-thymine (A-T) et guanosine-cytosine (G-C) de l'ADN double brin; des paires de bases 
adenosine-uracile (A-U) peuvent egalement se former par liaison hydrogene dans les duplex 
ADN-ARN ou ARN-ARN. L'appariement de brins decides nucleiques pour la determination de 
la presence ou de 1'absence d f une molecule d'acide nucleique donnee est communement designee 
par Thybridation d'acides nucleiques" ou simplementpar "hybridation". 

Diverses methodes ^amplification se sont <Mvelopp&s afin d'accroitre la puissance de 
detection par ces techniques d'hybridation. Le processus ^amplification peut intervenir a 
differents stades d'un precede de detection par sondes nucleiques. Ces stades peuvent etre 
classes en trois categories : Tamplification de cible, de sonde ou de signaL 

Uamplification de cible consiste a multiplier de maniere spdeifique un fragment d'acide 
nucleique present dans un echantillon. EUe pennet d'augmenter considerablement le nombre de 
copies d'une sequence nucleique cible a detector. 
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La mdthode la plus utilis6e est la "Polymerase Chain Reaction" (PCR), technique 
^amplification de cible qui repose sur la r£p6tition de cycles de synthase d'ADN in vitro par 
extension d f amorces nucleotidiques hybrid&s sur la sequence cible. 

Une autre technique ^amplification de cible est par exemple la "Self-Sustained 
Sequence Replication" (3SR), (brevet International WO 90/06995) qui utilise l'association de 
trois enzymes : la transcriptase inverse, la RNase H et TARN polymerase T7. 

Son principe de base repose sur un cycle continu de reactions de transcription inverse et 
de transcription afin de repliquer une cible d'ARN par 1'intennediaire d'ADNc. 

Neanmoins, ces techniques possedent des limitations importantes. La PCR par exemple 
necessite la realisation de nombreux cycles de temperatures, ce qui constitue un inconvenient 
majeur pour l'automatisation de la technique. De plus, elle presente de nombreux risques de faux 
positifs dus a sa sensibilite. Une technique telle que la 3SR presente 1'avantage d'etre isothenne, 
mais est moins sensible et xequiert de nombreuses activites enzymatiques. Elle est done, d'une 
part, couteuse sur le plan des reactifs et, dautre part, difficile a optimiser, €tant donne le nombie 
d'activites enzymatiques requises (trois ou plus) pour sa realisation. 

La presente invention pennet de remedier aux inconvenients pr6cites. Elle permet de 
detecter de maniere sensible la presence d'une sequence d'acide nucleique par le biais dun 
systeme dAmplification par Restriction sur Phase Solide (ARPS). II est bien connu en soi que 
les enzymes de restriction ou "endonucleases" realisent le clivage de la structure double-brin a 
l'int&ieur d'une molecule d'ADN. Ces enzymes sont prevalentes chez les bacteries. Le clivage de 
1'ADN s'effectue en des sites specifiques k l'interieur de, ou adjacents au site de reconnaissance 
de l'enzyme. Plus de 500 enzymes de restriction ont ete isolees a l'heure actuelle. Ces enzymes 
de restriction ont ete caracterisees par rapport aux sequences d'acides nucleiques que les 
enzymes reconnaissent et par rapport a leur specificite de clivage. La majorite des enzymes de 
restriction ou endonucleases reconnaissent une sequence de 4 a 6 nucleotides en longueur, mais 
certaines possedent un site de reconnaissance de 7 a 8 bases. 

L'utilisation des enzymes de restriction sur leurs sites de clivage specifiques est bien 
connue. Les enzymes sont utilisees pour la cartographie de l'ADN, le clonage, et la 
caiactfcisation de sequences d'ADN. Elles ont ete utilisees dans de nombreux proc€d& utilisant 
les sondes nucleiques. Le brevet europeen N° 0 234 781 ddcrit une m&hode de clivage 
"universelle" d'un fragment d'acide nucleique simple brin, k l'aide dun adaptateur 
oligonucteotidique mimant le site de reconnaissance d'une endonucldase de restriction. De 
meme, le brevet N* 4 683 194 des Etats Unis d'Amerique d&rit une mdthode de mise en 
evidence de la presence oude l'absence d'un site de restriction specifique une sequence 
d'acide nucl&que, par hybridation avec une sonde nucleique complementaire d'un des brins de 
l'acide nucleique et recouvrant le site de restriction. La sequence hybridfe est ensuite clivee par 
une endonucldase et les produits coupes ou non coupes sont s€par6s par 61ectrophorese sur gel, 
puis detect£s par le biais du marquage de cette sonde. D'une maniere similaire, le brevet 
Europeen N* 0 455 517 depos6 par Oncor Inc. d£crit une methode plus sensible de detection par 
digestion a l'aide d'endonucldases de type II (on rappelle qu'une endonucldase de type H 
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reconnaitun site particulieret coupe Taddenucleique dans ce site ouiproximit6dece site). | 
L'introduction dans le milieu reactionnel d f un second oligonucleotide afin de iecycler la | , 
sequence able permet d'augmenter l'intensit£ du signal du k la sonde oligonucteotidique cKvfe^i 
N&nmoins, Men que la technique mentionn£e permette de d£ teeter (Tune mani&e plus sensible 
5 la presence d'une cible presentant un site de restriction, la m&hode n ! est pas tres puissante. EBb 
induit en effet une augmentation lineaire du signal qui n&essiterait une longue dur£e de r&ction 
enzymatique pour etre consequente. Cette duree d'incubation est incompatible avec la duree de 
vie des enzymes de restriction et necessiterait des quantites importantes d'enzymes, augmentant 
ainsi enormement le prix de revient d'une experience. De plus, la mise en evidence de la 

1 0 restriction de l'ADN cible doit ensuite etre r€alisee par separation de la sonde clivfe et de la 
sonde non clivee. Les methodes de separation envisagees, telles que l'electrophorese, sont 
longues k mettre en oeuvrc et retardent encore d'autant le temps d'etablissement d'un resultat 
La pr&ente invention a l'avantage de pennettre une detection rapide, sensible et non 
radioactive d'une sequence d'acide nucleique a l'aide d'une methode d'hybridation et de 

15 restriction enzymatique en phase homogene. EUe utilise, comme la technique prtfeedente, une 
enzyme de restriction. Neanmoins, contrairement k la technique precedents elle utilise une 
enzyme de restriction de type II qui coupe a l'exterieur de son site de reconnaissance, et sur une 
sequence quelconque, situee a une distance determinee par rapport au site de reconnaissance. De 
telles enzymes ont ete utilisees afin de couper un ADN cible simple brin specifiquement sur 

2 0 n'importe quelle sequence (brevet Europeen N° 0 234 78 1) en hybridant une sequence 

complementaire de l'ADN cible. H est done possible, suite a la restriction par une telle 
endonuclease, de determiner la presence d'un ADN cible, quelle que soit sa sequence 
nucleotidique. De plus, une meme enzyme peut etre utilisee afin de mettre en evidence n'importe 
quel ADN cible, ce qui permet d'optimiser et de comparer les resultats k des fins quantitatives. 
25 La presente invention utilise deux sondes de capture partiellement double brin qui sont 

immobilisees sur une phase solide. La premiere sonde est sensiblement complementaire d'une 
sequence de l'acide nucleique cible et l'autre sonde est complementaire de la premiere, 
^utilisation conjuguee de ces deux types de sondes un meme essai permet un clivage 
exponentiel des sondes de capture, condnisant k une amplification importance du signal a partir 

3 0 d'une copie d'acide nuclfique cible hybride sur une sonde de capture (Figure 1). La presente 

invention permet le recyclage d'un brin d'acide nucleique cliv6 par une endonuclease de 
restriction de type II par hybridation du fragment cliv6 sur la sonde de capture complementaire. 
La methode proposee permet done une detection hautement sensible, fiable et rapide de la 
presence d'un brin d'acide nucleique dans un echantillon biologique. Elle possede Tavantage 

35 d'etre isotherme, done facilement automatisable, de n'utiliser qu'une seule enzyme, done 

facilement optimisable, et de ne presenter qu'un cout reduit L'utilisation d'une endonuclease de 
type H dont le site de clivage est distinct du site de reconnaissance pennet de realiser la detection 
de n'importe quelle sequence d'acide nucleique, la specificity de restriction 6tant conf&€e par la 
sequence des sondes de capture. L'intexet des sondes de capture fixees sur phase solide est de 

40 pennettre la discrimination rapide des produits dives des sondes initiates sans avoir recours aux 
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m&hodes traditionnelles de separation electrophoretique ou chromatographique difficiles et 
tongues k mettre en oeuvre. 

Linvention a done pour objet un systeme de detection d'une sequence d'acide nuclfique 
cible selon une methode ^amplification par restriction enzymatique, caractdris6 en ce qull 
comprend un ensemble de deux sondes nucleiques partiellement double brin fixees sur un 
support solide, lesdites sondes comprenant un premier brin qui contient la sequence du site de 
reconnaissance dune endonuclease et qui s'etend jusqu'au site de coupure dudit premier brin par 
ladite endonuclease, et un second brin comprenant une partie complementaire dudit premier brin 
s'etendant depuis au moins ledit site de reconnaissance jusqu'au site de coupure du premier brin, 
ce second brin se prolongeant au-deli dudit site de coupure par une partie simple brin, ladite 
partie simple brin etant, pour Tune des sondes (ou premiere sonde) sensiblement complementaire 
de la sequence d'acide nucleique cible, et pour l'autre sonde (ou seconde sonde) sensiblement 
complementaire, et de preference parfaitement complementaire du produit de clivage simple brin 
de ladite premiere sonde par ladite endonuclease, lesdites parties simple brin desdites sondes 
ayant une extremite libre 3* pour Tune des sondes et 5* pour l'autre sonde, et ladite endonuclease 
etant une endonuclease de restriction de type II a site de fixation double brin et a coupure * 
protuberante, et dont le site de clivage est situe a Texterieur du site de reconnaissance. 

Compte-tenu du fait que l'endonucl6ase utilisee agit avec formation d'une coupure 
protuberante, il est Evident que les parties monobrin des deux sondes seront de longueurs 
inegales, la difference de longueur £tant egale a la longueur du segment situe entre le point de 
clivage, par Tendonucldase, de Tun des brins et le point de clivage de l f autre brin, lorsque 
l'endonuclease clive un acide nucleique double brin. 

De preference, la partie monobrin de la sonde ayant la partie monobrin la plus courte 
comporte au moins 6 nucleotides. Generalement, la partie monobrin des deux sondes comporte 
au plus 100 nucleotides. 

L'invention a egalement pour objet un precede pour detecter la presence d'une sequence 
d'acide nucleique cible dans un echantillon, en milieu liquide, caracterise en ce qu'il comprend la 
mise en contact de l'^chantillon, avec le systeme de sondes tel que defini precedemment, et avec 
l'endonucldase, Tincubation a une temperature appropriee pendant un temps suffisant pour 
pennettre le recyclage des fragments clives par l'endonuclease jusqu'a Tobtention du taux 
^amplification souhaite, et la detection, selon les methodes usuelles, du clivage des sondes de 
capture resultant de l'hybridatibn de la sequence cible lorsque celle-ci 6tait presente dans 
r^chantillon. 

De preference, on opere a une temperature constante, voisine de la temperature 
dactivitd optimale de l'endonuclease. 

On comprend que la sequence-cible sliybride avec la partie monobrin de Tune des 
sondes (sonde 1), ce qui pennet le clivage sous Taction de l'endonuclease. Ce clivage fournit 
deux fragments dont Tun, issu du clivage de la cible, peut i nouveau se fixer sur une sonde 1 
intacte, en initiant un nouveau cycle, et dont l'autre est complementaire de la partie monobrin de 
l'autre sonde (sonde 2) et peut done sliydrider avec ladite sonde 2, ce qui d&lenche le clivage de 
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ladite sonde % Ce dernier clivage fournit un fragment recyclable sur une autre sonde 2, et tin 
second fragment sensiblement identique k la sequence able et done recyclable sur une autre 
sonde L On obtient ainsi une amplification exponentielle de sequences analogues k la cible et de 
sequences complementaires de la cible issues des clivages successifs des sondes 1 et 2. Lorsque 
la cible est un ADN comportant deux brins complementaires, le ph&om&ne est encore acc&enS 
car, comme on peut facilement le verifier, le brin complementaire donne lieu k des reactions 
cycliques analogues, avec la sonde 2 jouant le role de la sonde 1, et vice versa. Bien entendu, la 
partie monobfin de la sonde 1 n'est pas necessairement strictement complementaire de la cible: 
il suffit qu'elles soient suffisamment complementaires pour pouvoir s'hybrider Hang les 
conditions du proedde. Ainsi, une meme sonde pourra eventuellement etre utilise pour dftecter 
une sequence cible ou une sequence voisine mutee. La meme remaique s'applique 6galement k la 
sonde 2. Les sondes peuvent etre fixees sur le support solide soit par fixation passive, soit par ' 
covalence, selon les methodes connues. EUes peuvent egalement etre fixees par covalence k un 
ligand ayant une bonne affinite pour le support solide. La fixation par covalence sur le support 
solide peut etre effectue par rintermediaire d'un agent de couplage, qui peut egalement jouer le 
role de bras espaceur. 

Pour detecter si la reaction ^amplification a bien eu lieu, on peut soit recheicher la 
presence dans la phase liquide de fragments issus du clivage des sondes, soit evaluer la quantite 
de sondes clivees (ou de sondes intactes) sur le support solide. Pour cela, on pent, dans le 
premier cas, rechercher lesdits fragments dans la phase liquide par exemple selon un test 
classique d'hybridation sandwich a l'aide d'une sonde de capture appropri6e et d'une sonde de 
detection marquee. Dans le second cas, on peut par exemple, k la fin de la reaction 
^amplification, mettre le support solide (apres rin$age), en contact avec une sonde marquee 
appiopriee (complementaire de la partie monobrin de Tune des deux sondes fixees, par exemple 
la sonde 1), et, par comparaison du signal obtenu avec celui obtenu avec ladite sonde marquee et 
ledit support solide avant la reaction ^amplification, determiner la proportion de sondes 1 
intactes fix&s restantes ou bien la diminution de la quantite de sondes 1 intactes fixees. On peut 
en outre, si on le desire, verifier la proportion de clivage sur l'autre sonde (sonde 2). 
Normalement, les quantites de sondes 1 et 2 clivees doivent etre sensiblement les memes. 

Uacide nucl6ique cible est de preference soumis a une operation prealable de 
denaturation, cette etape etant bien entendu obligatoire lorsque la cible est un ADN double briit 

La pr&ente invention propose done notamment un proced6 de detection de la presence 
dime sequence d'acide nucleique apartir d'un echantiUon biologique, ledit proc&M comprenant 
les6tapesde :. 

(a) fixation de sequences oligonucleotidiques partiellement double brin dites sondes de 
capture, sur une phase solide. Ces sequences sont, Tune sensiblement complementaire d'une 
partie de la sequence cible dont on veut d&ecter la presence, et Tautre sensiblement identique k 
ladite sequence cible, et elles contiennent en outre un site de reconnaissance d'une endonuclease 
de type IL Les deux types de sonde de capture doivent etre fix&s sur phase solide, afin de 
germettre une amplification exponentielle du signaL La partie complementaire de la sequence 
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cible, ainsi que la partie sensiblement identique i la cible, doivent etre simple brin, tandis que la 
region de fixation de Uendonuctease est double brin. 

0) V obtention de la structure double brin peut etre r&lisde notamment de deux fa$ons 
independamment du mode de fixation ulterieure sur support solide. 

1 - une premiere voie fait intervenir un fragment d'acide nucleique sous la forme d'un 
derivd resultant du couplage co valent en position terminate 5' ou 3' dudit fragment d'acide 
nucleique avec un ligand ayant une masse moleculaire inferieure £ 5000 et comprenant au moins 
un groupement fonctionnel polaire, etant entendu que lorsque ledit ligand est un nucleotide ou un 
oligonucleotide, il comprend au moins un nucleotide modifie de fagon a introduire ledit 
groupement fonctionnel polaire. Ce derive est ensuite hybride avec un fragment d'acide 
nucleique plus long ou plus court et complementaire dans la region formant un duplex. Le 
complexe ainsi obtenu, et comprenant une region duplex homologue, est ensuite fixe sur support 
solide. 

2 - une deuxieme voie de formation dudit complexe d'acide nucleique comporte le 
couplage covalent de deux groupements pentaethyleneglycols separ^s par un groupement amino- 
3-propanediol-l,2 entre les deux fragments dacides nucleiques. Les deux fragments d'acides 
nucleiques sont choisis de telle f agon que le plus petit d'entre eux soit complementaire de 
Textr&nite 5' ou (exclusif) 3' du grand fragment d'acide nucleique, conduisant ainsi k la 
formation d'un homoduplex. Ladite voie de formation presente l'avantage d'orienter la fixation 
desdites sondes de capture par leur cote correspondant k leur region homoduplex. 

Qi) rimmobilisation des structures oligonucteotidiques partiellement double brin sur 
support solide peut etre obtenue par exemple selon Tune des approches suivantes : 

1 - fixation passive sur un support solide dun complexe de fragments dacides 
nucleiques comportant fnoins de 100 nucleotides, sur lequel on met en contact ledit support avec 
ledit complexe sous forme dim derive resultant du couplage covalent dudit complexe avec un 
ligand ayant une masse moleculaire inferieure a 5000 et comprenant au moins un groupement 
fonctionnel polaire, ledit derive n'etant pas susceptible de reagir sur ledit support avec formation 
d'une liaison covalente dans les conditions dudit contact, etant entendu que lorsque ledit ligand 
est un nucleotide ou un oligonucleotide, il comprend au moins un nucleotide modify de fagon a 
introduire ledit groupement fonctionnel polaire (Demande de brevet Frangais N* 91 09057 du 17 
juillet 1991). Le groupement fonctionnel est choisi notamment parmi les groupements amine, 
hydroxy, amido, carbamoyle, alkylthio, arylthio. Le ligand est notamment un compost 
comprenant au moins un groupement hydrophobe. 

2 - fixation sur un support solide par liaison covalente. Le complexe de fragments 
d'acides nucleiques sous la forme d'un derive resultant du couplage covalent dudit complexe 
avec un ligand comprenant au moins un groupement fonctionnel polaire, ledit derive €tant 
susceptible de reagir sur ledit support avec formation d'une liaison covalente. Cette reaction 
d'une fonction reactive detennin£e presente sur le support et la fonction reactive dudit derive se 
faisant en presence ou en absence d'un r^actif de couplage. 
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(b) adjonctioa de Techantilloa suppose contenir la sequence cible d^naturfe par | 
traitement adequat (thermique ou alcalin), et de TendonucKase de restriction de type II telle que ■ I 
AlwlBbslBbvlBcglBpmlBsalBsglBsmAlBspUlEar^FoklHgalHphl ~ J3 
Mbo II, Mrd I, Pie I, ou S/aN I Qiste evidemment non limitative), clivant la sonde de capture si la * 

5 region duplex est reconstitute lors de I'hybridation d'une sequence cible d&iaturfe sur la partie 
monobrin de la sonde de capture. 

(c) incubation de la reaction ainsi constitute & une temperature approprite pour l'activitg 
de l'endonuciease et I'hybridation selective d'une sequence cible sur sa sonde de capture, pendant 
une duree pouvant aller par exemple jusqu'k ttois heures. La sequence cible ainsi dtfinie fait 

1 0 reference a un brin d'acide nucleique monocatenaire n'ayant pas subi de restriction ni induit la 
restriction de la sonde de capture. Ainsi done, ladite sequence cible possede une region 
dliybridation plus longue que la dite sequence ayant subi une telle restriction, n en resulte une 
difference de stability thermodynamique suffisante permettant la separation, dans les conditions 
donnees, du brin d'acide nucleique cible clive, ainsi que de la sonde de capture clivee, et 

15 reinitiation de la reaction sur des sondes de capture en grand exces molaire. 

(d) detection des fragments d'acides nucleiques resultant du clivage de la sonde de 
capture clivee suite a I'hybridation de la sequence cible sur ladite sonde de capture. Ladite 
detection des fragments d'acides nucleiques ainsi liberes en solution s'effectue par separation de 
la phase solide de la phase liquide et analyse de la phase liquide grace 2l un systeme de 

2 0 capture/detection sur une deuxieme phase solide, faisant intervenir un systeme de sondes froides 

marquees a l'aide d'enzymes marqueurs telles que la phosphatase alcaline ou la peroxydase de 
raifort 

Selon un autre mode de realisation, Tinvention conceme un procedt de detection d'une 
sequence d'acide nucleique comprenant 
25 (a) eventuellement la denaturation d'une sequence d'acide nucleique cible, notamment 

lorsqu'il s'agit d'une sequence double brin, en presence d'un systeme de deux sondes tel que 
defini precedemment, Tune des sondes etant liee a un marqueur ; 

(b) 1'adjonction d'une enzyme de restriction au melange reactionnel ; 

(c) la realisation d'une reaction d'hybridation k une temperature adequate permettant a 

3 0 l'endonuciease de restriction de diver les duplex d 1 ADN reconstitues, conduisant ainsi a la 

liberation des fragments simple brin marques issus des sondes de capture ; 

(d) et la detection des fragments clives marques dans le milieu liquide, ou des sondes 
marquees intactes sur le support solide. 

Le precede de detection de l'invention comprend en particulien 
3 5 (a) thy bridation d'une molecule cible permettant la formation d'un duplex sonde-cible 

reconstituant le site de clivage d'une endonuciease de restriction en presence d'un ensemble de 
deux types de sondes de capture telles que precedemment decrites, fixees sur un support solide, 
conduisant au clivage desdites sondes de maniere exponentielle par une endonuciease de 
restriction, si une molecule d'acide nucleique cible est prtsente dans le milieu reactionneL 
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(b) le clivage de duplex d'ADN immobilises sur support solide par une endonucl&se de 
restriction. 

(c) le recyclage des fragments d'acides nucleiques resultant du clivage des sondes de 
capture, par hybridation sur les sondes de capture intactes en exces, suivie du clivage desdites 
sondes de capture par ladite endonuciease de restriction. 

(d) la detection des oligonucleotides resultant du clivage des sondes de capture. 

Le precede d'amplification peut etre realise k paitir d'acides nucleiques cibles purifies 
ou non purifies, simple brin ou double biin, ou a partir d'un melange d'acides nucleiques, k 
condition que lesdits acides nucleiques soient de qualite suffisante pour etre digeres par une 
endonuciease de restriction, dans des conditions standards comme decrit par Sambrook et al. 
dans Molecular Cloning (1989). Les sources d'acides nucleiques peuvent etre des prelevements 
biologiques divers realises chez rhomme, les animaux et les plantes. Les microorganismes, 
notamment les bacteries, les levuies, les virus, peuvent egalement constituer des sources d'acides 
nucleiques analysables k l'aide de la presente invention. 

La temperature k laquelle la reaction doit etre realisee pouixa varier en fonction du type 
d'endonuclease utilisee. En tenant compte de la composition (GC%) des sondes de captures 
definies pour un essai, on peut determiner theoriquement, selon les methodes connues, ou a l'aide 
d'experiences de routine, la longueur des sondes qui permettra d'operer k la temperature choisie. 
La majorite des enzymes de restriction possede une activite optimale a 37°C, mais d'autres 
presentent Tavantage de travailler k plus haute temperature. Par exemple, l'endonuciease Bsa I 
utilisee dans les exemples 1 a 3 possede une temperature optimale de 55*C. L'utilisation d'une 
telle enzyme implique de definir des sondes de capture de longueur plus importante, permettant 
un appariement stable de la molecule d'acide nucieique cible sur ladite sonde a la temperature 
donnee. La temperature de reaction doit, en effet, dans un milieu reactionnel de concentration 
saline adequate, permettre une hybridation stable de la cible sur la sonde de capture, et la 
dissociation du duplex cible-sonde une fois clive par l'endonuciease utilisee. 

Le temps de reaction peut varier en fonction de la composition du tampon reactionnel, 
de la concentration de sonde de capture et de cible, de la stringence du milieu reactionnel, de la 
longueur des sondes de capture et du type d'endonuciease utilise. II est important de choisir une 
duree d'incubation suffisante pour que le processus de recyclage des sondes, qui s'opere 
theoriquement de fa$on exponentielle, puisse produire une importante quantite de sondes clivees 
a partir dun faible nombre de copies d'acide nucieique cible. Le temps de reaction est 
generalement de 1 & 3 heures. On peut determiner dans chaque cas, par des experiences de 
routine, le temps permettant d'obtenir un taux d'amplification determine. 

Le terme "fragment d'acide nucieique" tel qu'utilise dans la presente demande designe 
un fragment d'ADN ou d'ARN naturel ou un oligonucleotide naturel ou de synthese ou un 
fragment d'ADN ou d'ARN de synthese non modifie ou comprenant une ou plusieurs bases 
modifiees telles que l'ihosine, la methyl-5-desoxycytidine, la dimethylaniino-5-desoxyuridine, la 
desoxyuridine, la diamino-2, 6-purine, la bromo-5-desoxyuridine, la pseudouridine, la 
pseudoisocytidine ou toute autre base modifiee permettant Thybridation. 



2697851 



Le tenne "support solide" tel qu'utilise ici inclut tous les matenaux sur lesqaels peut etre 
immobilise an fragment d'acide nucleique pour une utilisation dans des tests diagnostiques, en 
chromatographie d'affinit6 et dans des processus de separation. Des matenaux naturels, de — - — 
synthese, poreux ou non, magnetiques ou non, modifies on non chiiniqiiement peuvent 6tre 
utilises comme support solide, notamment les polysaccharides tels que les matenaux de 
cellulose, par exemple du papier, des derives de cellulose tels que l'acetate de cellulose et la 
nitrocellulose ; des polymeres tels que le chlorure de vinyle, polyethylene, polystyrenes, 
polyacrylate ou copolymeres tel que polymere de chlorure de vinyle et de propylene, polymere 
de chlorure de vinyle et acetate de vinyle ; copolymeres a base de styrenes ; des fibres naturels 
telles que le coton et des fibres synthetiques telles que le nylon; des ceramiques; de la silice. 

Les supports solides utilises dans la presente invention sont un polymere de 
polystyrene, un copolymere butadiene-styrene ou un copolymere butadiene-styrcne en melange 
avec un ou plusieurs polymeres ou copolymeres choisis parmi le polystyrene, les copolymeres 
styrene-acrylonitrile ou styrcne-methylmethacrylate de methyle, les polypropylene, les 
polycarbonates ou analogues. Avantageusement, les supports de la presente invention sont un 
polystyrene ou un copolymere a base de styrene comprenant entre 10 et 90 % en poids de motifs 
de styrene ou de la siliceJLes supports solides selon l'invention peuvent etre, sans limitation, sous 
la forme d'une plaque de microtitration, d'une feuille, d'un cone, d'un "tube, d'un puits, de billes 
ou analogue. 

Le terme "agent de couplage", tel qu'utilise ici de"signe une molecule contenant au 
moins deux "extre'mites" ou groupements reactifs. L'agent de couplage peut etre 
homobifonctionnel ou het6robifonctionnel. 

Les ligands utilises dans la presente invention peuvent etre des composes disponibles 
dans le commerce ou des composes synthases selon des m<£thodes connues en soi. 

Un autre objet de la presente invention est de fournir un kit pour le diagnostic de 
maladies variees, en utffisant la methode decrite precedemmenL Un tel kit comprend notamment 
une pluralite de supports sohdes sur lesquels sont fixes les deux sondes, et eventuellement, dans 
des conteneurs appropries, l'endonuclease, des solutions tampons, etc... 

La Figure 1 est une representation schematique du principe de la presente invention, qui 
constitue une methode ^Amplification par Restriction sur Phase Solide (ARPS). 

On voit sur la Figure 1 qu'apres hybridation de la cible avec la sonde 1 fixfe sur le 
support 3, et digestion par BsaL on obtient un fragment 4 recyclable sur une sonde 1 et un 
fragment 5 capable de sliybrider avec la sonde 2 pour former un duplex dont la digestion pour 
Bsal foumit un fragment 6 recyclable sur une sonde 1 et le fragment 5 libera et a nouveau 
recyclable sur une sonde 2. 

La Figure 2 est une representation des differents complexes oligonucleotidiques et 
reactions utilises dans lapartie experimentale ci-apres. 

La Figure 3A est une photographie d'un gel d'acrylamide non denaturant colore au 
bromure d'ethidium, mettant en evidence les differents echantillons et combinaisons 
d'oligonucleotides utilises dans la partie experimentale (exemple 1). 
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La Figure 3B et la Figure 3C correspondent aux r€sultats obtenus (exemple 1) & la suite 
de Mectrotransfert sur membrane de nylon des Echantillons analyses sur gel de polyacrylamide 
(Figure 3 A), et leur revelation par hybridation selective k l'aide de sondes nucleiques maiqudes 
par la peroxydase de raifort 
5 - La Figure 4A est une photographie d f un gel d'acrylamide denaturant colore au bromine 

d ! 6thidium de plusieurs echantillons utilises dans l'exemple 1 ci-apres. 

La Hgure 4B et la Figure 4C correspondent aux resultats obtenus a la suite de 
l'electiotransfert sur membrane de nylon des echantillons analyses sur gel de polyacrylamide 
(Figure 4A), et de leur revelation par hybridation selective k l'aide de sondes nucldiques 
1 0 marquees par la peroxydase de raifort 

Les exemples suivants iUustrent l'invention sans toutefois la limiten 

EXEMPLES 

Exemple 1: 

15 

Dans cet exemple, la coupure par 1'enzyme de restriction Bsa I a ete etudiee sur 
differents complexes nucleiques susceptibles d'intervenir dans la reaction ^amplification faisant 
l'objet de la presente invention. 

20 Oligonucleotides utilises: 

Les oligonucleotides utilises ont ete synthetises sur un appareil automatique Applied 
biosystem 381 A en utilisant la chimie des phosphoramidites, selon un precede precedemment 
decrit dans le brevet WO 91/19812, 
25 Les 5 oligonucleotides suivant ont ete utilises pour former les diff&ents complexes sur 

lesquels a ete testee Tactivite de l'enzyme de restriction Bsa I: 

L'oligonucleotide (1) est consume de la sequence 5' 
GCTGCTGCTGCTGCTGCTGGTCTCC 3* (25 mer). 

L'oligonucleotide (2) est constitue de la sequence 
3 0 5 AGAGAATTATGCAGTGCTGCCAT 
GCAGCAGC 3' (63 mer) . 

L'oligonucleotide (3), est constitu6 de la sequence 5 
TTATCACrCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCT 3' (38 mer). 

L'oligonucleotide (5), est constitue de la sequence 5' 
35 AAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACT^ 
3' (57 mer). 

L'oligonucleotide (6), est constitue de la sequence 5' 
GCTGCTGCTGCIGCTGCIG 
701013' (63 mer). 
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Les deux oligonucleotides suivant ont 6x6 utilises pour d&ecter spdcifiquement les 
produits de reaction : 

L'oligonucLSotide (A19) est constituS de la sequence 5' XIX3CCATAACCATOAGTO 3* 
(17 met). 

^oligonucleotide (A28) est constitud de la sequence 5' XCACTCATGGTTATGGCA 3' 
(17mer). 

Les oligonucleotides (A28) et (A19) sont couples en 5' k la peroxydase de raifort (X) 

selon un procede prec€demment decrit dans le brevet WO 91/19812. 

^oligonucleotide suivant a ete utilise comme agent de capture spdcifique : 
L'oligonucleotide (A25) est constitue de la sequence STCTCTTAATACGTCACGS' 

(17 mer). 

Les reactions d'hybridation impliquees dans Texemple 1 sont les reactions 1, 2, et 3 
ddcrites Figure 2. 

Toutes les reactions contiennent, dans un volume final de 20pl apres addition de 
Tenzyme, des oligonucleotides chacun k la concentration de 1 pmole id, dans un tampon 20 mM 
Tris-acetate, 10 mM acetate de magnesium, 50 mM acetate de potassium, 1 mM DTT, pH 7,9 k 
25°C Trois reactions differentes sont preparees (Fig. 2). La reaction 1 comprend 
Toligonucleotide 6 et l'oligonucleotide 2. La reaction 2 comprend Toligonucleotide 1, 
Toligonucleotide 3 et Toligonucleotide 2. La reaction 3 comprend Toligonucleotide 1, 
Toligonucleotide 5 et Toligonucleotide 2. Avant addition de Tenzyme de restriction, les essais, de 
volume egal a 18 A sont incubes a 95°C pendant 5 minutes, puis refroidis progressivement en 15 
minutes a temperature ambiante. Apres pre-incubation 1 minute a 55°C, 10 unite de Tenzyme de 
restriction Bsa I (Biolabs) sont ajoutees dans un volume de 2id, ce qui porte le volume final de 
chaque reaction a 20 vL Pour chaque reaction un controle sans enzyme Bsa I est effectue, Les 
reactions sont incubees a 55°C pendant 60 minutes, puis sont airetees par congelation a -20°C 

Les produits reactionnels sont etudies sur gels de polyacrylamide, denaturant ou non 
denaturant, prepares selon la methode decrite par Sambrook et aL, Molecular Cloning, 1982. Les 
gels non denaturant sont formes par polymerisation dune solution contenant 15% d'acrylanride, 
0,26% bisacrylamide, 0,6%opersulfate d'ammonium, 90 mM Tris-borate, 2 mM EDTA, pH 83, 
en presence de l%oTEMED, alors que les gels denaturants contiennent de plus de Puree k la 
concentration 7M, Les gels ont une epaisseur de 1 mm et ont ete coutes dans les appareils 
delectrophorese "mini-protean II electrophoresis cell" de chez Biorad 

Les echantillons analyses par electrophorese sur gel de polyacrylamide non denaturant 
sont prepares par melange de 5ul dechantillon, 4ul deau distillee, et 2ul dune solution 0,25% 
xylene cyanol , 0,25% bleu de bromophenol et 30% glycerol. Les echantillons analyses par 
Electrophorese en gel de polyacrylamide denaturant sont prepares par melange de 5 1 
d&hantillon et de 5 li dune solution 0,035% xylene cyanol, 0,035% bleu de bromophenol, 1 
mM EDTA, 10M uree. Juste avant depot sur gel, ces echantillons sont denatures k 65 # C pendant 
2 minutes, puis refroidis rapidement dans la glace. L'electrophorese est effectuee k 150 volt, 
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jusqu'a ce que le bleu de bromophenol migrc a 1 cm du bas du geL Les gels sont alms coloies 
pendant 10 minutes dans une solution de bromure d'ethydium a 0;6ug/ ml, et photographies sur 
une table UV grfce a un appareil polaroid. 

Les gels non denaturant sont plonges dans l'eau boudllante pendant 5 minutes avant 
transfert Le transfert des echantillons sur membrane Hybond N de chez Amersham est effectue* 
dans un appareil "mini trans-blot electrophoretic transfert cell" de chez Biorad, en tampon 45 
mM Tris-borate, 1 mM EDTA, pH 8,3, a 4'C, sous un champ electrique de 35,5 volt . heme . 
cm-1. Les filtres sont ensuite seches durant 5 minutes a 80'C, puis les acides nucleiques sont 
fixes sur la membrane par exposition aux rayonnements UV durant 3 minutes . 

Les membranes sont pre-hybridees par incubation a 37'C pendant 60 minutes dans 4 ml 
de tampon de phosphate de sodium 0,1 M pH 7,0, chlorure de sodium 0,5M, EDTA 1 mM, SDS 
0,65%, ADN de saumon 0,14 mg/ ml, et polyethylene glycol 6000 2%. L'hybridation est 
effective par incubation durant 60 minutes a 37°C dans 5 ml du meme tampon contenant, a la 
concentration de 200 ng/ml, soit l'oligonucieotide (A19) marque a la peroxydase de raifort, soit 
l'oligonucieotide (A28) marque a la peroxydase de raifort Apres 3 lavages de 30 secondes dans 
50 ml de tampon PBS DC (Sambrook et al., Molecular Cloning, 1982) contenant 0,5 Tween 
20, l'oligonucleotide hybride est revele par l'activite de la peroxydase en presence de 10 mg de 
diaminobenzidine tdtrachlorhydrate dihydrate dans 20"ml de tamponlephosphate de sodium 20 
mM pH IX chlorure de sodium 150 mM, albumine de serum de bovin 2 mg/ml. Apres 
incubation a temperature ambiante et a l'abri de la lumiere pendant 15 minutes, la reaction est 
stoppee par rincage a l'eau distillee. 

Les Figures 3 et 4 montrent les resultats obtenus sur les differents essais. Les Figures 
3 A et 4A sont des photographies de gels d'acrylamide colores au bromure d'ethydium. La Figure 
3 A correspond a un gel non denaturanL La Figure 4A correspond a un gel denaturant. Les 
Figures 3B, 3C, 4B, et 4C sont des membranes d'electrotransfert de gels tels que ceux presented 
en Figures A, analysees par hybridation avec des sondes nucleiques marquees a la peroxydase, 
puis revelation des sondes hybridees par reaction coloree. Les Figures 3B et 3C correspondent a 
un electrotransfert sur un gel non denaturanL Les Figures 4B et 4C correspondent a un 
electrotransfert sur un gel denaturanL Les membranes presentees Figures 3B et 4B ont ete 
hybridees avec la sonde oligonucleotidique (A19) marquee a la peroxydase. Les membranes 
presentees Figures 3C et 4C ont ete hybridees avec la sonde oligonucleotidique (A28) marquee a 
la peroxydase. Ligne 1: controle sans itazldela reaction 1. Ligne 2: reaction 1 en presence de 
10 unites de Bsa L Ligne 3: controle sans itazldela reaction 2. Ligne 4: reaction 2 en presence 
de 10 unites de Bsa L Ligne 5: controle sans Bsa I de la reaction 3. Ligne 6: reaction 3 en 
presence de 10 unites de^a L Ligne 7: oUgonucieotide (1). Ligne 8: oligonucleotide (2). Ligne 
9: oligonucleotide (3). Ligne 10: oligonucleotide (5). 

La Figure 3A et la Figure 4A montrent que par electrophorese sur gel d'acrylamide non 
denaturant ou denaturant, et coloration au bromure d'ethydium, de nouvelles bandes apparaissent 
lorsque les ADN sont incubes en presence de Bsa L par rapport a ceux incubes en l'absence de 
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Bsa L L'intensite des bandes qui apparaissent dans la reaction 1 est d'environ 30% de l'intensiig I 
de la bande initiate. L*intensit£ des bandes qui apparaissent dans la reaction 2 et dans la reaction 1 
3 est d'environ 30% par rapport a l'intensite des bandes qui apparaissent dans la reaction 1. Les ~ 
bandes qui apparaissent dans la reaction 2, ont, comme attendu, la meme mobility 
electrophoretique que les bandes apparaissant dans la reaction 1. Par electrotransfert et 
hybridation avec les sondes ohgonucleotidiques (A19) et (A28) (Figures 3B, 3C, 4B, 4Q, on 
montre que les bandes qui apparaissent dans la reaction 2, possedent, comme attendu, les memes 
capacity d'hybridation avec (A19) et (A28) que les bandes apparaissant dans la faction 1. Le 
plus petit des fragments d'ADN apparaissant par digestion par la Bsa I dans la reaction 3, 
montre, comme attendu, la meme mobilite electrophoretique que le plus petit des fragments 
apparaissant dans la reaction 1 et n'hybridant avec aucune des deux sondes (A19) et (A28). Le 
derorieme fragment apparaissant dans la reaction 3 possede une mobilite* electrophoretique 
imprddictible a cause de la queue nucleotidique simple brin, qui apparait etre legerement 
inferieure a celle du complexe oligonucleotide ^/oligonucleotide (6). 

Ces resultats permettent de conclure que, par rapport a la reaction 1 sur double brin 
d'ADN continu (Iigne 1 et 2), la reaction 2 sur ADN double brin ne poss<5dant pas de liaison 
phosphate au niveau du site de coupure le plus proche du site de reconnaisance de l'enzyme de 
restriction Bsa I (ligne 3 et 4), et la reaction 3 sur ADN double brin portant une queue 
nucleotidique s'initiant au niveau du site de coupure le plus proche du site de reconnaisance de 
l'enzyme de restriction Bsa I (ligne 5 et 6), possedent une efficacit6 d'environ 30% (ligne 5 et 6). 
Comme I'efficacite de coupure de Bsa I dans la reaction 1 peut etre estimee a 30%, refficacte 
dans la reaction 2 ou 3 peut etre estimee a environ 10%. 

Exemple2: 

Dans cet exemple, la coupure par renzyme de restriction Bsa I a ete etudiee sur les 
memes complexes que ceux utilises dans l'exemple 1, mais fixes de facon passive sur les parois 
d'un puits de plaque de microtitration. 

Oligonuclgntides utilises ; 

Les otigonucleotides utilises pour cet exemple ont deja tous 6te decrits dans l'exemple 

Les reactions d'hybridation qui interviennent dans cet exemple sont les reactions 1, 2, et 
3 decrites Figure 2. 

L'oUgonucleotide (2) est substitue en position 3* avec une fonction aniine primaire selon 
la methode decrite par Asseline et aL (1990) Tetrahedron Lett. 31, 8 1-84. Cette fonction amine 
permettra la fixation sur rmcroplaque. Cet oUgonucleotide est hybrid* soit avec l'oUgonucleotide 
(1), soit avec 1'oKgonucle'otide (6), par incubation a 37*C pendant 60 irunutes en tampon PBS 3X 
decrit dans le brevet FR 9109057, en presence des oHgonucleotides concernes a la concentration 
de 1 iM. Le complexe d'oUgonucleotide ainsi forme est fixe" de facon passive sur les puits d'une 
plaque de microtitration Nunc-Irnmuno plate de Maxisorp selon la mdthode deja decrite dans le 
brevetFR 9109057, permettant la fixation d'environ 5 pmoles du complexe sur un puits. Apres 
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fixation, trois lavages avec du tampon PBS Tween IX sont effectors. Un dernier lavage en 
tampon 20 mM Tris-ac&ate, 10 mM acetate de magnesium, 50 mM acetate de potassium, 1 mM 
DTT, pH 7,9, qui correspond au tampon d f activit6 maximale de Bsa I, est ensuite r£alis£. Pour la 
inaction 1, on ajoute dans le puits ou est adsorbe le complexe oligonucleotide (2)- 
5 oligonucleotide (6), 100 yL du tampon 20 mM Tris-acdtate, 10 mM ac&ate de magnesium, 50 

mM acetate de potassium, 1 mM DTT, pH 7,9, sans oligonucleotide. Pour la reaction 2, 5 pmoles 
^oligonucleotide (3) sont ajoutes dans un volume final de lOOyl de tampon 20 mM Tris-ac&ate, 
10 mM acetate de magnesium, 50 mM acetate de potassium, 1 mM DTT, pH 7,9, dans les puits 
ou est adsorb^ le complexe oligonucleotide (2)/oligonucleotide (1). Pour la reaction 3, 

10 l'oligonucleotide (5) est ajoute a la meme concentration et dans le meme tampon, dans des puits 
equivalents. Apres preincubation 5 minutes dans une etuve & 55°C, 50 unites de Bsa I sont 
additionnees sous un volume de 10 ji. Pour chaque reaction, un controle sans addition de Bsa I 
est effectue. Les reactions sont realisees par incubation a 55*C pendant 60 minutes puis sont 
arretees par addition d'EDTA a la concentration finale de 25 mM. 

15 La quantite de fragment de restriction relargue dans le milieu a et6 estim6e par la 

technique de detection precedemment decrite dans le brevet FR 91 09057. Un volume de 70p1 de 
la reaction est transfeie dans un tube eppendorf, ou les acides nucleiques contenus dans cet * 
echantillon sont denatures par addition de Til d'hydroxyde de sodium 2M k temperature 
ambiante, et neutralises apres 3 minutes par addition de 7iri d'acide acetique 2M. Pour controle et 

20 etalonnage, deux gammes de dilution ^oligonucleotide sont effectudes, Tune de l'oligonucleotide 
(2), l'autre du complexe oligonucleotide (2)/oligonucleotide (6). Les 6chantillons sont alors 
deposes dans le puits d'une plaque de micrptitration dans lequel a ete prealablement fixee la 
sonde oligonucleotidique de capture (A25). On depose soit 50 id d'echantillon non dilue, soit le 
meme volume d'echantillon dilue au lOeme ou au lOOeme. Immediatement, la sonde 

25 oligonucleotidique de detection (A28) couplee a la peroxydase de raifort est ajoutfe dans un 
volume de 50p1 de tampon .* phosphate de sodium 0,2 M pH 7,0, chlorure de sodium 1M, 
EDTA 2 mM, SDS 1,3%, ADN de saumon 0^4mgAnl, polyethylene glycol 6000 4%. Apres 
incubation 60 minutes a 37°C, les puits sont laves au PBS Tween IX. La r6v61ation de la sonde 
A28-peroxydase hybridee sur le fragment de restriction de Toligonucleotide (2) est effectuee par 

3 0 addition de lOOvl d'une solution contenant le substrat ortho-phenylene diamine. La reaction 

colorim&rique est airetde apres 20 minutes par addition de 100ul d'acide sulfurique 1M. La 
densite optique k 492 nm est lue grace a un lecteur AXIA microreader (bioMerieux). 

Les resultats (tableau 1) obtenus sur les gammes de dilution de Toligonucleotide (2) et 
du complexe oligonucleotide (2)/oligonucleotide (6) montrent que la rehybridation des deux 
35 oligonucleotides apres denaturation affaiblit le signal. Le signal des produits des reactions 1, 2 et 
3 doit done etre compare au signal du complexe oligonucleotide (2)/oligonucl6otide (6). Les 
valeurs mesurees montrent que environ 1,5 pmoles de i6gion 5 X de Toligonucldotide (2) sont 
lib^rees par la digestion de 5 pmoles de complexe oligonucleotide (2)/oligonucleotide (6) dans la 
reaction L L'efficacite de coupure de Tenzyme de restriction Bsa I sur double brin d'ADN 

4 0 continu fixe sur support solide est done d'environ 30% dans ces conditions. Ce resultat est 
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comparable a l'efficacitS de coupure sur le meme complexe ea solution. L'efficacite' de digestion 
pour la reaction 2 sur ADN doable brin 6x6 sur phase solide, ne poss<Sdantpas de liaison 
phosphate au niveau du site de coupure le plus proche du site de reconnaisance de l'enzyme de 
restriction Bsa I et refficacite* de digestion pour la reaction 3 sur ADN double brinfix6 sur phase 
solide portant une queue nucleotidique s'initiant au niveau du site de coupure le plus proche du 
site de reconnaisance de l'enzyme de restriction Bsa I est environ 3 fois moindre que pour la 
reaction 1. Pour ces deux demiers complexes fixes sur phase solides, l'efficacite de digestion par 
la&ra I est done d'environ 10%, ce qui correspond a l'efficacite de digestion de la meme enzyme 
surles memes complexes en solution. 

TABLEAU 1 





DO a 492 nm 


50 ul 


5 ul 




reaction 1 OXJBsal 
lOTJBsal 


0 


0 


0 


>2 


0,6 


0 


reaction 2 OU-Rral 
10 U Asa I 


0 


0 


0 


1,8 


0,2 


0 


reaction 3 OTJ Bsal 
lOTJBsal 


0 


0 


0 


2,0 


0,2 


0 


oligo (2) 50 pmoles 


>2 


>2 


>2 


oligo (2) 5 pmoles 


>2 


>2 


1,7 


oligo (2) 0,5 pmoles 


>2 


1,6 


0,2 


oligo (2) 0,05 pmoles 


1,5 


0,2 


0 


oligo (2) + (6) 50 pmoles 


>2 


>2 


1,8 


oligo (2) + (6)5 pmoles 


>2 


1,7 


0,2 


oligo (2) + (6) 0,5 pmoles 


1.9 


0^ 


0 


oligo (2) + (6) 0,05 pmoles 


04 


0 


0 



Exeraple3 : 

La metnode d'amplification sur support solide peut etre mise en oeuvre selon le 
protocole suivant: 

Oligonucleotides utflisAp 

Les oligonucleotides droits pour l'exemple 1 sont utilises pour cet exemple. Un 
oligonucleotide supplementaire intervient: 

^oligonucleotide (7) est constitu6 de la sequence 

5 , ATAAGGAGACCAGCAGCAGCAGCAGCAGC3' (29 mer). 

Les reactions d'hybridarion impliquees dans cet exemple sont les reactions 2, 3 et 4 
decrites Figure 2. 
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L'oUgonucleotide (2), substitue en position 3' avec une fonction amine primaiie, est 
hybrid* avec roUgonucleotide (1) comme decritdans 1'exemple 2. De la meme facon 
Tohgonucldotide (7) est substitue en position 3' avec une fonction amine primaire, et hybrid* 
avec 1'oUgonucleotide (6). Ces deux complexes d'oHgonucleotides sont alors fixes de facon 
P^vesurlesm6mespritsd'une P Iaquecfe^ ^ 
meme que dans 1'exemple 2, trois lavages en PBS Tween IX sont effectues, suivis d'un demier 
lavage en tampon 20 mM Tris-acetate, 10 mM acetate de magnesium, 50 mM acetate de 
potassium , 1 mM DTT, pH 7,9. On ajoute alors dans chaque puits differentes concentrations de 
1 okgonucleotide (5), qui mime la sequence cible dont on veut meme en evidence la presence 
dans un echantillon. Le volume final de la reaction est de 100 pi, dans un tampon 20 mM Tris- 
acetate, 10 mM acetate de magnesium, 50 mM acetate de potassium, 1 mM DTT pH 7 9 De 
meme que dans 1'exemple 2, 50 unites de Bsa I sont ajoutees sous un volume de lOyl apres pre- 
mcubation durant 5 minutes dans une etuve a 55'C Pour chaque faction, un contrile sans 
addition de Bsa I est effectue. Les reactions sont incubees a 55'C pendant 3 heures et sont 
arretees par addition d*EDTA a la concentration finale de 25 mM. 

La quantite de fragment de restriction relargue dans le miKeu est estimee, comme dans 
1 exemple 2, par la technique de detection preeminent decrite dans le brevet FR 9 1 09057- un 
certam volume reactionnel est prelev6, d6natur€ a P H alcalin, le pH est neutralist, et 50ul 
d'echarmllons a differentes dilutions sont deposes dans les puits d'une plaque de microtitration 
sur les patois desqueUes est fixe 1'oUgonucleotide de capture (A25). La sonde de detection 
ohgonucl€otidique (A28) couplie a la peroxydase est ajoutee, et, apres incubation, et lavage la 
sonde (A28)-peroxydase hybridee sur le fragment de restriction de I'oUgonucleotide (2) est ' 
revelee par reaction avec IWphenylene diamine, et la densite optique a 492 nm est mesuree 
En introduisant dans la reaction 5 pmoles de I'oUgonucleotide cible (5), la totalite des 5 
pmoles de complexe oUgonucleotide (l)/otigonucleotide (2) de capture subit une restriction 
d'environ 10% des molecules. Le signal obtenu est egal au signal produit par 0,5 pmoles 
d'ohgonucleotide (2) et d'oUgonucleotide (6). La methode produit au moins 10 fois plus de 
complexe oUgonucleotide (l)/oUgonucleotide (2) coup* que de cible introduite dans le milieu, 
puisque 1'mtroduction de 0,5 pmoles d'oUgonucleotide cible (5) produit le meme signal 
maximum. De plus, la methode produit au moins 100 fois plus de complexe oUgonucleotide 
(D/oIigonucleotide (2) coupe que de cible introduite dans le milieu, puisque Introduction de 
0,05 pmoles ^oligonucleotide cible (5) produit le meme signal maximum. La methode produit 
meme au moins 1000 fois^lus de complexe oUgonucleotide (l)/oUgonucleotide (2) coupe" que de 
able mtrodmte dans le miHeu, puisque Introduction de 0,005 pmoles d'oUgonucleotide cible (5) 
produit le meme signal maximum. L'introduction de 0,0005 pmoles de cible oUgonucleotide (5) 
induit un signal deux fois plus faible que le signal maximum, ce qui prouve qu'en fait 
ramplification du nombre de complexes oUgonucleotide (D/otigonucleotide (2) coupes par 
rapport au nombre de molecules cibles est d'un facteur 5. 10? 
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nondihi£ 


inn 


1/100 




0 


0 


o 


U 


concentrations 


5 


1,9 


02 


U 


^oligonucleotide (5) 


05 


1,9 


0 2 


U 


pmoles/50 til 


005 


1.9 


0,2 


o 




0,005 


1,9 


0,2 


0 




0,0005 


0,9 


0,1 


0 


concentration 


50 


>2 


>2 


1.8 


^oligonucleotide (2) + (6) 


5 


>2 


1,7 


0,2 


pmoles/SOjil 


0,5 


1,9 


0,2 


0 




0,05 


0,5 


0 


0 
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REVENDICATTONS 

1. Systeme de detection (Tune sequence d'acide nuclelque cible selon one m6thode 
d'amplificalion par restriction ehzymatique, caracterise en ce qu'il comprend un ensemble de 
deux sondes nucleiques (1,2) partiellement double brin fixees sur un support solide (3), lesdites 
sondes comprenant un premier brin qui contient la sequence du site de reconnaissance d'une 
endonuclease et qui s'e"tend jusqu'au site de coupure dudit premier brin par ladite endonuclease, 
et un second brin comprenant une partie complementaire dudit premier brin s'&endant depuis au 
moins ledit site de reconnaissance jusqu'au site de coupure du premier brin, ce second brin se 
prolongeant au-dela dudit site de coupure par une partie simple brin, ladite paitie simple brin 
etant, pour Tune des. sondes (ou premiere sonde) (1) sensiblement complementaire de la 
sequence d'acide nucleique cible, et pour l'autre sonde (ou seconde sonde) (2) sensiblement 
complementaire, et de preference parfaitement complementaire du produit de clivage simple brin 
de ladite premiere sonde par ladite endonuclease, lesdites parties simple brin desdites sondes 
ayant une extremite libre 3* pour Tune des. sondes et 5' pour l'autre sonde, et ladite endonuclease 
6tant une endonuclease de restriction de type E a site de fixation double brin et a coupure 
protuberante, et dont le site de clivage est sitae a l'exterieur du site de reconnaissance. 

2. Systeme de detection selon la revendicarion 1, caracterise par le fait que la partie 
monobrin desdites sondes comporte au moins 6 nucleotides. 

3. Systeme selon la revendicarion 1 ou 2, caracterise par le fait que la partie monobrin 
desdites sondes comporte au plus 100 nucleotides. 

4. Precede pour d€tecter la presence d'une sequence d'acide nucleique cible dans un 
echantillon, en milieu liquide, caracterise en ce qu'il comprend : ; 

la raise en contact de l'echantillon avec le systeme de sondes (1,2) tel que defini dans 
l'une quelconque des revendications 1 a 3, et avec l'endonuclease, 

l'incubation a une temperature appropriee pendant un temps suffisant pour permettre le 
recyclage des fragments clives par l'endonuclease jusqu'a l'obtention du taux d'amplification 
souhaite, 

et la detection, selon les methodes usuelles, du clivage des sondes de capture resultant 
de rhybridation de la sequence cible lorsque celle-ci etait prdsente dans l'echantillon. 

5. Precede" selon la revendicarion pr6cedente, caracterise par le fait que Ton opere a une 
temperature constante, voisine de la temperature d'activite optimale de ladite endonuclease. 
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FIG. 2 



Reaction 1: 

site de coupurc i 

(2) 5 f AGAGAATTATGCAGTGCTGCC^T^ ' 
(6) 3 1 TCTCTTAATACGTCACGACGGTA^ 1 

T sice de reconnaissance 



Reaction 2: 

I 

(2) 5 1 AGAG&AXTATGCAGTGCTGCCATAACXAT^ 1 

(1) 3 1 CCICIGSTCGTCGTCGTCGTCGTCG5 ' 

(3) 3 ' TCTCTTAAXACGTCACGACGGTATTGGTACTCACTATT5 1 



Reaction 3: 

I 

(2) 5 1 AGAGAATTATGCAGTGCTGCCAT^ 1 

(1) 3 1 CCTCIGffTCGTCGTCGTCGTCGTCeS 1 
(5) 3 1 TCTCTTAATACGTCACGACGGTAITGG^ 1 



Reaction 4: 

(7) 5 r ATAAGSB£^CC^GCAGCAGCAGCAGCAGC^ 1 
(6) 3 ' TCTCTTAATACGTCACGACGGTAITO 1 

T 

Sondes nucl&ques: 

(A19) S'XTGCCAaSUWXSmaGTGS 1 
(A28 ) 3 ' ACGGTATTGGiaCTCACXS 1 



3 1 TCTCTTAATACGTCACG5 1 (A25) 
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Fig. 3A 
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